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の情報共有を図った．センブリカルスより RNAを抽出し，ライブラリーを作製後，片側 100 bpのペアエンドの塩基配列を決定し
た．３種類の異なるプログラムを用いて低品質のリードを除去し，Trinityプログラムにより de novoアセンブルを行った．その結
果，約 20万本のコンティグが得られ，およそ 63%に相同性がみられなかった．二次代謝が活性化される発根処理によって 200倍以
上の高発現を示した遺伝子が 24 個見つかったが，二次代謝には無関係と思われた．アノテーションの結果，393 本のシトクロム
p450，142本のWRKY転写調節因子をコードすると考えられるコンティグが見つかり，そのうちの 3本の p450と 1本のWRKY
を示すコンティグが発根処理に伴って高発現しており，その相同性より，二次代謝への関与が示唆された． 
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せ，得られた芽生え由来のカルスを 3% sucrose, 1% 
agar, 10 µM naphthylacetic acid（NAA）と 1 µM kinetin





後，3% sucrose，0.01 µM NAA，0.01 µM KINを含む





（安井器械）で破砕し，RNeasy Plant Mini Kit
（QIAGEN）を用いて DNase I処理と全 RNA抽出を
行った．1 µgの全 RNAから TruSeq RNA Sample Prep 
Kit ver.2（Illumina）を用いて NGS解析用のライブラ
リーを調製した（岡野と小黒-岡野, 2013）．核酸の精
製には AMPure XP（Beckman Coulter）を，逆転写反
応には PrimeScript Reverse Transcriptase（TaKaRa）を
それぞれ用いた．ライブラリーは Bioanalyzer（Agilent 
Technologies）および KAPA Library Quantification Kit
（日本ジェネティクス）で定量し，4 nMに希釈した








（CentOS 6.5, Intel Xeon E5-2670v2 [2.50 GHz / 20 
cores], メモリ 512 GB），またはMac Pro（Apple Inc., 









FastQC（ver. 0.11.2）で品質を確認した．次に，de novo 
アセンブリを Trinity（ver. 2.0.6，最大メモリを 496 GB，












び遺伝子オントロジ （ーgene ontology, GO）解析は，
Blast2GO（ver. 3.0，BioBam社）および PCにインス
トールした NCBI BLAST (ver. 2.2.30+)を用いて行っ
た．Blast2GOでは，シロイヌナズナのタンパク質デ
ータベースに対する blastx（1-10 < e-value）の結果を
用いた． 
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de novo アセンブル 
材料のセンブリは参照ゲノム配列が存在しないた
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個の p450 遺伝子が存在することが報告されている

















表 2 発根処理で高発現した DEGs 
Fold change Length (bp) Type
cytochrome p450
TR64154|c0_g1_i1 139.6 890 CYP72A
TR97823|c1_g1_i5 46.3 1,097 CYP72A
TR97823|c1_g1_i16 43.7 1,828 CYP72A
WRKY transcription factor



























Bak, S., Beisson, F., Bishop, G., Hamberger, B., Höfer, 
R., Paquette, S., & Werck-Reichhart, D. (2011). 
Cytochromes p450. The Arabidopsis Book / 
American Society of Plant Biologists, 9, e0144. 
Birkenbihl, R. P., Diezel, C., & Somssich, I. E. (2012). 
Arabidopsis WRKY33 Is a Key Transcriptional 
Regulator of Hormonal and Metabolic Responses 
toward Botrytis cinerea Infection. Plant Physiology, 
159(1), 266-285 
Hua, W., Zheng, P., He, Y., Cui, L., Kong, W., & Wang, Z. 
(2014). An insight into the genes involved in 
secoiridoid biosynthesis in Gentiana macrophylla 
by RNA-seq. Molecular Biology Reports, 41(7), 
4817-4825 
Irmler, S., Schroder, G., St-Pierre, B., Crouch, N. P., 
Hotze, M., Schmidt, J., Strack, D., Matern, U., 
Schroder, J. (2000). Indole alkaloid biosynthesis in 
Catharanthus roseus: new enzyme activities and 
identification of cytochrome P450 CYP72A1 as 





Lloyd G, & McCown B (1981). Commercially-feasible 
micropropagation of mountain laurel, Kalmia 
latifolia, by use of shoot-tip culture. International 
Plant Propagators' Society, 30, 421-427 
岡野桂樹，小黒-岡野美枝子（2013）．「イルミナ TruSeq 




原光二郎ら／秋田県立大学ウェブジャーナル B／ 2015, vol. 2, 78-83
原光二郎ら/秋田県立大学ウェブジャーナル B/2015, vol. 1, 1-5. 
 
- 5 - 
 平成 27年 6月 30日受付 





原光二郎ら／秋田県立大学ウェブジャーナル B／ 2015, vol. 2, 78-83
原光二郎ら/秋田県立大学ウェブジャーナル B/2015, vol. 1, 1-5. 
- 5 - 
RNA-seq Analyses for Production of Secondary Metabolites in Medicinal Plant 
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RNA-seq analyses were performed to elucidate the regulation of secondary metabolism-related genes in culture of Swertia japonica (common 
name: Senburi), which is used as traditional folk medicines in Japan. RNA was extracted from calli treated with or without a rooting agent and 
subjected to cDNA library synthesis and next-generation sequencing. High-quality paired-end reads processed with three programs were used for 
de novo assembly with the Trinity program, which generated approximately 200,000 contigs. Of these, about 63% were unannotated. Under the 
treated condition, differentially expressed transcripts with high fold-change values of >200 were identified. Twenty-four transcripts were found to 
be upregulated; however, these transcripts were not associated with secondary metabolism. Among 393 and 142 contigs annotated as the 
cytochrome p450 and WRKY transcription factor, three p450 and one WRKY transcripts were upregulated, respectively. These contigs were 
assigned to CYP72A or WRKY33, suggesting that these play important roles in secondary metabolism. 
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